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燐=酸モノエステラi-ゼの構造
千葉大学医化学教室〈主任赤松茂教授〉
腕生芳郎 / 
YOSHIRO ASO 
水解酵素の補酵素の研完ぽ，酸化還元~*素に於けると異り，殆~'未開拓に等しい状態にあっ
たが，小林(.1)仕，燐酸モノヱステラ{ゼ I(アルカり性フ1スファグ{ぜ)の補酵素の化学的検
索の結果，之がヒスチジンであるととを推定し，次いで諸積アミノ酸に1m降素作用はあるが，
実験によって， ヒスチジンが他穂アミノ酸に比べ，透かに強力主i:1rli酵素作用を呈7てるととを明
かにした。
木報告ぽ，ホロ酵素生成に於けるアポ酵素，千iR15索及び、 Mg++の質量相関関係を追求し，同
酵素構\~訟を解析しプそものであ t; 。
実験段総て，微量P階素作用の測定に極めて~ずるパラ・ニトロフェノ.- }Iノ燐酸ソ{ダを基質
として行われた。
安J 験 成 績
基質 パラ‘ニトロフェノール燐酸ツ F 夕、(め。 *ロ醇翠Y.J生成
アポ酵素(3) Albers'腎酵素粉末液(10mg %) 10倍稀釈アポ階素液1:， Mg++ 及びアミノ i~皮の添 
50mlを1% borax液 2 1Iぐ，次いで 2% bicar- 加なしでは， 60分以内で，ベラニトロフェノ戸ルの 
bonate液 2 1に各 1日間透析したもの。無色透明， 遊luは認められない。しかし，アポ酵素に 5X10-3 
恒浪に於て耐久性口毎試験時，菜iJt*を以て， 10 H~: M MgHのみを添加するときは，残余-i:m酵素に基く
に稀釈して用いる。 と思われる 7_}d鮮が認められるが，この値は活性化最
実験方法 大値の約 10%に相当する (Mgト十添加H寺訊験の対
酵素試験 稀釈アポ酵素液 1ml，M/10 Veronalo 照として実iJtJ値より差引く L
塩酸綾術j夜(pH=9)2mI，アミノi繋辞液 1'ml，M/20 アポi~手素に， 5 x 10-aM Mg++の存在の下で，
キ 
MgCl2液 1ml，茶話a*4ml，計 8mlの混被を 370，
60分放置後， M/~IOO ベラニトロフェノ-}レ燐酸 y-
グ溶液 2mIを添加，総量 10mlとするく基質終濃
度 M/2000)0 実験裡度 3700
*解度の測定酵素液は掠めで稀釈されてい忍
故，検波は除蛋白せず，とれに直ちに等量の飽和炭
酸ソーダを加えて，酵素反応を中絶し，アルカリ性
反応、で、呈色する遊離パラ=トロフェノ-}レの黄色を
光度計法によって測定ナる (Filter:SJ，3)0 実測さ
れる殴光係数くE)と7M鮮度との問には，次の関係が
ある。 *f97(o度予るニ E/2x 100 
Eは， 30分， 60分， 120分後に測定した。 60分
迄は， Eは直線的に噌加ナるo 
キ	 Mg++非添加玄たアミノi型非添加実験では，
夫々相当量;の蒸溜水を遁加ナる。
ヒスチジン3 ヒスタミシ或は諸種アミノI買を後挫の 
ように豆地・濃度に添加するときは，ホロ酵素生成は
最大に逮ずるロその時の前性皮はアポ酵素原液の調
整時により多1、.zj~-・日注はあるiJ"， 同ーの稀来日アポ酵
素液では，ホロ酵素最大生成時の基質・*1仔皮は何れ
も相等しい(第 1表)，
ヒズチジン，ヒスタミンBび諸種アミ J躍の
諦酵棄能 
M/200 Mg十ー ト存在の下で， ヒスチジジ， ヒスタミ
シ及び諸種アミノ酸の諸濃度とホロ酵素成生率との
関係を検べた。吸光係数 E は， 0分， 30分， 60分 
に測定したが，直線的に上昇するから，第 2襲には
60分値のみを記載した。主た，此の成績は， pA司 
Activity [/f綜としで第I， I図に示されでいる a 此
の曲椋の経過は何れも，濃度上昇に従う上昇部，最
大平均1部及び下降市問、ら成!J，広い pA範囲に亘る
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第1表 アポ酵素の賦・活
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表中の数値は 60分値“E"で. C)内は活性度である。
対照は， 5XlO-'tlVI histidine及び 5xlO-3l¥1: Mg十十により 100%活性
化したものの値である 実験時日，酵素調整時によ D多小動遣するが，J
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積iM:の pAは添加アミノ酸濃度の主主数の対数を表ナ。
-35ー
ケ 
「 } ノ
三百喧1)0 11~ I副長l4:Z14:1副尚品
ノ
ノ
1315
川 13dlaJ32LldAlA厄λiLlj蕊 
nりハリハn 1AFbτiRu nun nU1iAqdnvoo HnucUTi
¥i ¥F
ロ 
fEK/L1
ノ¥ノ
£ 
叫 IRu u n υ
/ に  
ハυd¥lJ ¥J 1Jf f¥U ¥i i 
ノ「ノ
7586
υ
ハυ 人
リハりハ 
吐 
Io;~n n u unυnυnudι=bQUGU T-441KFhu 
ft ¥ 、 ノ  
ノ 
ハ 
、 、
ワ ん  つnU1inu--ハ dnυdιIqo
に 
、
unv un
り 
、
噌 
り
中
nununun
り
n
aQUQV
q f
¥/tJ
1 i h y d  
ft
ft
n
り 
n
」り日 
histaminel ，..~ 1 (1.00) fl¥ft
UAUAUAU1iqO1i
¥ } ノ  
ハ 
ヮ“』吐 
吐」
/1
・ 」
1iFhu--Ru
、 ノ
7586
/。 
3
ノ
、ノ、J
I 0.~~2Ihistidine!~~V く川〉 i ft¥
vnu
fI¥
、 、  
表中の数値は， 60分値“E"で，く〉内は活性皮であ答。対照は 5x10ー壬 M 
histic1ine及び 5 X10-311Mg++で 100%活性化した値である。
ペノレ型rIIl線となっていあ。此処で注目ナべきは，上
昇部がヒスタミ;ン及びー般アミノi換では 2次 S塑曲
締であるに対L， ヒスチジンに於いてのみは 3次 S
型曲線であることである 3 下降部は総て2次S型で
あるロ
アミノ酸による賦活は Mg++非添加の場合に於
でも行われ，その場合のホロ階素生成は Mg+'"添加 
lcJ:の50，-，60%に相当ずあ。とれは Mg十十がホロ酵
素生成に絶対的に必嬰である1;}i.・を疑わしめる所見で
あらう。しかし熊井の1(!i合にては Mg十十不添加H寺の
補II~t菜ーによる活性化は ]0% に止まる 3 故についで
私は Mgt+不添加の場合の添加アミノ酸法度 ξホ
ロ酵素生成置の関係を実験したラその pA-Activity 
[Ifi椋は第 I図の低L、曲線群として示されてい-O。も
、 し，とれらの[lh線の最大値を 100%と見倣ナとき
は， 各， 1白紙(の JI~I:f'Iーは Mg++ 添加1試験の援，合と異ら 
ず，たピそれぞれ右に精移動しているに過ぎない。
との Mg++，2f添加試験に於てアミノ酸が示ナ活性
は，試験液に不可避的に出入する Mg++に起因する
と推定ぜられ-OO 事実此の慣は実験を反復す名度に
動揺した。とれをnJ:Jかにすo必要がある。
Mg++濃慢の患者.響
至越濃度のヒスチジハ ヒスタミシ或はアエミベラ
ギシ酸の添加の下に，諸種濃度の Mg++を加え，
そのホロ酵素生成率を見るに，ホロ酵素生成率は 
Mg-l・十の濃度晴加に判、、仁昇し， 5 X 10-3l¥'[乃至 
5X 10-2 で最大正なる。 ζの成績の解析は失禁に
記述するくUS4表〕。
鰐嚢犠襲撃め解析 
pA-Activity rHl椋の t~1・部が， ヒスチジンでは 3
次 S型r!lJ緯に， ヒスタミよノ及び他科ーア主ノ酸では 2
次 S型fl線になるのは，アポ酵素がホロー酵素生成に
際して， ヒ.スチジシ 3分子或はヒスタミン玄た他種
アミノ酸2分子と結合するものである事を示してい
る，一般的に考察するために，アポ酵素1分子が，
先づ，アミノ隣 m 分子と可逝的lて結合して，アポ
酵素アミノ酸結合体を形成じ，之が更に Mg++1原
子左の可逆的手il;合によりホロ酵素を生成する左す
号。
質量作用の法貝fjによれば， 
1竺型liAど= Kl'" ・……・・・ ・ …(1)
[apo AmJ 
第 4表 Mg++濃度とアポ醇素活性 
1 histamineく1 X10- M) aspartic acid (1 x 10-2ilf) 
川 町 I40:$1"， Iactivity 20分 I40 :YJ- jactivity 的 |ω トcti吋 
Mgt+ 濃度 L_~耐idine (5x10-4M) 
¥ 。 0.065 0.13 0.56 0.060.15 0.64 0.120.08 0.48 
0.135 X10-7 0.065 0.56 0.06 0.120.15 0.64 0.480.08 
5xlO-6 0.08 0.16 0.08 0.160.16 0.69 0.67 0.620.08 
5 X10:"'5 0.11 0.215 0.110.87 0.90 0.220.20 0.880.10 
0.]25 x 10-壬 0.960.11 0.22 0.23 0.1250.96 0.25 1.00 
5 X10-3 0.120.115 0.23 0.24 1.001.00 0.125 0.25 1.00 
5 X10-2 ].000.120.115 0.23 1.00 0.24 
表中の数値は“E"でるる凸
_ 
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(apoAmJ CM~l =K2….・H ・..……(2) 
[ho10J 
(apoJ 遊離アポ酵素の濃度 
(AJ 遊離アミノ酸の濃度 
(apo AmJ アポ酵素とm分子アミノ肢の
結合体の於度 
CMgJ 遊撃，Mg+十の濃度 
[h010J 生成ホロ階素の濃度 
K1 釘 apoAm結合体の解離恒数 
Kョ ホロ酵素の解離恒数
アd酵素の濃度が，アミノ酸或は Mgl十濃度と較
べて著〈ノj、ならば， (AJは添加アミノ酸， [MgJは
添加 Mg+十濃度に等しい。ホロ酵素形成系に於ける
アポ酵素の諸・型の問には，次の関係がある 3 
CAPO) = (apoJ十[apoAmJ + (holoJ…く3)‘ 
(APOJ アポ酵素の総濃度 
r _ IlapoAmlAPOJ (apoJ一一一一一一一十 一一一+1.....く3)'
(ho]oJ (ho10J' (holoj 
(ho10J一 (Aコ一 一一 一一一一 一一一一一一一……(4) 
(AP明記汁(長)+仰
m
〕旧
此の式は，ホロ酵素生成卒が [Mg}，[AJのI革l数 
(ho10J一〔AJm 
(APOJ 喧互理十(玉三+1)(AJI1+T;-(A/Il+
CMgJ MgJ .-j'---.- J K3I ¥ 
・・………(7)
此式の右辺分母第 3項は [Ajが1、なる時は，第 2
項に対し無視し得る故，く7)式はく.4)式に一致する
ようになるョ他方 [AJ が大である時は，第 1項が
消去され，
色坐1一 平均 一一ー ・・く8) 
(APOJι11-2-+1)K3十 [AJ'l
¥[MgJ . -) 
とこで，添加 Mg++濃度が Kョに比して大で，
一墜ヨー キ Oとなれば，CMgJ . --~. '~7 
色目=-E(
(APOJ K3 + [ιJ
子 ・く8)' 
くの/式の n=2とナ才一Lば， 第 L 1I図の下降I回
総を得て，実却活性皮値の諸点は!日j線上に位する。
との成績は生成ホロ酵素に2分子アミノ酸或はヒ九
タミンが更に結合ナれば不訴性化を来すととを示す
ものである。 
Mgトト不添加説験で，J.tおア芝ノ酸による
活性化の解掛
/"''._b.~ ，於てfC5'¥4)く
一定でるるならばく5X 10-:lM)，一!ニ=k，且 .-
であるととを示している、ことで [Mg-Jが大で、， JL 
KTK0 . (A)がホロ酵素生成卒最大値，即
，，.，. 大であるならば，-r. .，_~"，...I_.---，--.1[Mgi -7 ~. ち 1.001:到塾する IC充分な主主，
K2/(MgJ十 1キ 1 と置換え得る故，く4)式ば，失
K1K2/lMgJは無視し得る故， 
式に簡略化し得る。
工t_?loJ= [AJm …………… くのru
(APO] k十(A)lIl
第I， .1[図に於ける上昇部の rlfi 線群~J:，此式に従
って画いたもので， ヒ九ナジシの揚合には m=3，
ヒスタミシ及び他麓アミノi 2であ設の場合では m 
るととは，実験成績の示ナ所による。 
pA-Activity rtlJ線の下降部は，ホロ酵素生成が，
高濃度のアミノ慢の存在で不活性化される事を示し
てい否。今，仮に，生成ホロ酵素が，さらに 11分子
アミノ酸と結合して，不活性型ロホ酵素になるもの
とすれば，その傑のアポ酵素の諸型は，次式により
示される D 
(APOJ= (apo)十(apoAmJ 
+(holoJ+[loho)……………・・'(5) 
[loho) 不活性化酵素くロホ酵素〉濃度 

叉，質量作用の法則によれ 
  
[holo)(AJn ・…く6)
llohoJ 

K3 ロホ酵素の解離恒数 

く1)，くわ，くの，くの式より
 
[ho10) = 1 ←…………...・ a・H く9) 
+1ちc:;1.(APO) 
(MgJ 
ととで，添加1Mg++濃度を M，既存 Mg++濃度
をxで表すならば， 
(h01り=__ ・…....・ ・...・ ・1 (9)'H H
(APO) K2'_L1 

M-I唱x' 

此の式に第 4表の種々の実iW1値を代入して得られ
る数個の式を相互に組合せて聯立ご元方程式とし， 
Xの値が求められる。但し， activityが 1.00陀近い
場合には， E測定の実験諜差が算出 x値に大きく響
くので計算から除外した。之により求められた xの
隆平均値は， ヒスチジシで 1~7 X 10-5M， ヒスタミシ
で 0.8 X 10-5M，アスペラギシ酸で0.7 X 10-5M で
ある。即ち，検液中に既存ずる Mg++量は，約 10
万分の 1モルであるが，との Mg+十が何れの試薬
に由来ナあかは別として，との程度の混入vi，現在
避け得ないものと思われる。よって燐酸モノエステ
ラ F ゼのアポ酵素は， Mg++の存在に於てのみ，補
酵素と結合して賦活されるものと云い得る。
また，く7)式に於で Mg++濃度が徴小であれば，
右辺分母の CA)rn係数は 1より大となり， activity 
最大値の抵下(第 1図に於る低い曲繰昨〉を説明し
得る。 ・
なお，既存検波 Mg++含量の値をく9)'式に代
入しで求められる K 2の値は， ヒスチジンで 1.01x 
10-5， ヒスタミシで 0.63 X 10-5，をたアスベラギ
シ酸で 0.77X 10-5 と夫々よく一致した値が計算き
れた。
者 按
燐酸モノエステラーゼ罰(アルカリ性フ 1スファア
ターゼ〉に対するアミノ酸ι彰響に関する文献は種
々あるが，その成績の併釈は一致していない。
この;Jl遣は，各研究者lてより使用された酵素剤が 
精純白芹.があるにしても，何れもそれ自体活性なる
.〆
ホロ酵素の玄まを供試した実験であれ之等の成績
を各自が検討した事に基いていると思bれ00例え
ば" BodanskyC4 )く1936) は，腎，腸，骨の自家ij~'化
液を単純1七透析したもの(この液中のモノエステラ
ーゼは，大部分がホロ酵素であり，アが酵素型は，
位かに過ぎない〉を用いて， Mg+十及びft"t濃度のア
ミノi捜添加による活性噌加を認必， 0.0125 M Mg←卜 
+0.0625 M glycineの添加を至適濃度の一例として
挙げているが， Mg寸+を activator と論C'，他方
アミノ酸は，酵素の水僻反応過程に於ける不活性化
を阻止するもの正している。 Albers宮〉く1940)は，
之iこ対し，彼の酵素剤く腎ホロ酵素〉での実験で 
_:_'!_ ""旦のアミノ酸の添加は， Mg++の存在如何に 
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拘らず賦活も阻害も認めちれず，ロイシνの場合に
はむしろ阻害されると報告した。 主た， Hove，El圃 
vehjem & Hart舟(1940)は，腸の粗酵素浪を用
い，之が Zn+十、により 40，-，100%活性を噌加せしめ
られるが，透析酵素液では， Zn十十の添加は反つで
軽度の阻害を来し，透析外依を同時に添力行すれば、
結
-，.-37-
Zn++の活性噌加作用は再び現れ，他方，諸種アミ
ノ酸の添加は，透析酵素液の活性には殆ど影響を与
えないが， Zn++の同時添加は矢張 !J50"，，150%の
活性噌加を示ナ事を認め，との成績からアミメ酸は
透析外液同様， 腸フ才スファターゼに対する Zn++ 
の活性噌加作用に必要な因子として仇くものと解釈
している。最近に到 !J， Bodansky(7)(1949)は，骨
のフ:t:;ミファタ，-ゼが， 0.0117l¥fヒスチジシにより約 
70%の阻害を受け， Mg-I十の同時添加により更に阻
害皮は帯大すると報じた。また， Co++にフヰスフア
タ戸ぜ活性噌加作用がある事を認め，アミノ酸 a〈よ
って[~日害を受けた酵素をも再活性化し， Mgl-++ 
Co++添加では，この再訴性化作用が一層顕著な事
からフォスファターゼには， Mg十+以外fご，向第二
の必須金属が有:在し，アミノi喪による阻害は，アミ
ノ酸が l~むの第二:必須金属と complex を生成するに
よると論じている。併し，彼が腸酵素!て就で行った
実験では，アミノ酸による阻害を除き酵素を再活性
化ナるには必ず.しも Co++を要せず， Mgト+のみで
充分で、あると云う とのように，彼はアミノ酸に上Q
る燐酸酵素問書ーから出発しで金属イオシの作用機序
を論じているに過ぎない。併し，彼の透析酵素液中
に含まれる Mg++最は， 0.00001 M と報告している
が，この値vJ，本報告の検品既存Mg+十含量と偶;捻
にも一致していあ。
一般に，賦活並に問書様式の解釈は，複雑化を避
ける為に充分~!占製された酵素に就て行った実験成績
に基かねばならない。私がととに記越したる考察
は，アミノ酸及び Mg十+によるアポ酵素の活性化
じ過剰アミノ酸による阻害の実験とを解析したも
のであるかち，従来の所論から一歩進んで alkaline 
phosphomouoesteraseの構造について新たな知見
を加えたものでああ。
~拘
面悶
燐酸モノヱステラ{ゼ盟〈至趨pH9)のアポ酵素ば， 3分子のヒスチジン或は2分子の他種
アミノ酸ま?とほヒスグミンと，きらに他方Mg++l原子と可逆的に結合してホロ酵素を生成ナ
る。とのホロ酵素も， もし，アミノ酸或はヒスタミンが過剰に存在ナる時ば，ついで，それら
の2分子を可逝的に結合して不活性化ナる。
本研究は，文部省から赤松教授に与えられた科学研究費に土 V，赤松教授指導の下に行われた。
ととに探〈感謝すあ。
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